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요 으f. [32P] 尸ATP4 [32P] oc서CTP는 대표적 P-32 표지 화합물이며, 인산화 시 약 또는 여러 RNA나 DNA의 

P-32 표지 기질로 사용된다. 이 화합물들은 주로 생화학적 합성법에 의해 합성이 된다. 본 연구실에서는 P-32 

표지화합물의 대량생산에 맞는 화학적 합성방법으로, 짝지움 시 약인 0-8-(5-chloroquinolyl)-S-phenyl phosphorothiate 

을 이용하였다. O-8-(5-chloroquinolyl)-S-phenyl phosphorothiate의 총 합성 수율은 42%이었다. 이를 이용한 [32P] 

尸ATP4 [32P] oc-dCTP 의 합성표지수율은 각각 95%, 40%였다.

주제어 : [32p]H3PO4; [32P] y-AFP, [32P] oc-dCTR 화학적 합성법 , O-8-(5-Chloroquinolyl)-S-Phenyl Phosphorothiate

ABSTRACT. [32P] y-AFP (adenosine 잇-["2p]triphosphate) and [32P] oc-dCTP (deocycytidine 잇-[a-^PHriphosphate) 

are representatives of P-32 labeled compounds and used as phosphoiylating agents or labeled substrates for several RNA 

and DNA polymerase reactions. These are usually produced by enzymatic processing. Our studies have been focused 

mainly on preparing these compounds by chemical processing for mass production. O-8-(5-chloroquinolyl)-S-phenyl 
phosphorothiate, a coupling agent, is proper for the systhesis of [32P] y-ATP and [32P] oc-dCTP. Coupling agent has been 

prepared in a yield of 42%, [32P] y-AFP and [32P] oc-dCTP were prepared in radiochemical yields of 95% and 40%; 

respectively.

Keywords: [32P] HjPO% [32P] y-ATR [32P] oc-dCTR Chemical Method, 0-8-(5-Chloroquinolyl)-S-Phenyl Phosphorothiate

P-32 동위원소를 이용한 표지화합물은 생명과학 및 

물질대사의 활동을 알기위한 추적자로 이용되며 주 

로 핵산 형태로 제작되어 사용되고 있다. 가장 많이 

이용되는 표지화합물은 [32P] y-ATP(adenosine 5'-[-32P]- 

triphosphate)오* [32P] oc-dCTP(deocycytidine 5'-[oc-32P]- 

triphosphate)가 있으며, 이러한 표지화합물은 인산표 

지와 DNA와 RNA의 표지기질로 이용된다. 국내 사 

용되는 P-32 표지 화합물의 양은 2002 년도 기준 3526 

mCF이며, 전량 해외 수입에 의존하고 있다. 최근에 

들어 한국 원자력 연구소에서는 대량 고품질의 P-32 

가 [32P] H3PO4의 형태로 생산(30 Ci/batch)되고 있으 

며 표지화합물에 대한 연구가 진행되고 있다.

핵산 형태의 P-32 표지화합물은 동위원소를 핵산의 

oc와 了위치에 선택적 표지하는 것으로 대부분 생화학 

적 방법京에 의해 생산된다. [32P] 印覆P의 생화학적 

합성은 Johnson/walseth 방법，과 Maxam/gilbert 방법' 
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을 이용하고 있다. [32P] oc-dCTP의 합성은 nucleoside 

monophosphate kinase 또는 nucleoside diphosphate kinase 

와 nucleotide kinase를 이 용하는 생 화학적 합성 방법 과 

삼 염 화아세 토나 이 트릴 (trichloroacctonitrilc)을 이 용한 

화학적 합성을 병행한 방법9】이 있다. 이러한 생화학 

적 합성방법은 효소를 이용하며 실험실에서 소량단 

위로 직접 제작하여 사용한다. 핵산의 화학적 합성은 

POCL와 tri-z2-butylammonium pyrophosphate# 이 용하 

여 삼인산화(triphosphate)를 유도하는 방법 Im이있다. 

누클레오시드를 인산화시키는 화학적 방법으로 

trichloroethyl phosphate, trichloroethyl phosphate오｝ qumolyl 

phosphate를 이 용하고 있다. "-囹 특히, 퀴 놀릴 기 (quinolyl 

group)는 누클레오티드(nucleotide)의 인산기를 보호할 

수도 있으며 선택적 이탈기로 작용하기도 한다. 또한 

8-인산퀴놀릴 (8-quinolyl phosphate)에 페닐설파이드 

기 (phcnylsulfldc)를 도입하면 두 개의 이탈기를 포함 

하는 짝지움 시으扌(coupling agnet)°] 된다. 이 짝지움 

시약은 Fig. 1과 같이 인산을 중심으로 2개의 화합물 

이 결합될 수 있으며, 선택적 치환이 가능하다. 페닐 

설파이드기는 Ag+이온에 의해 활성화 되어 쉽게 치 

환되며, 퀴놀릴기는 CiF+에 의해 활성화시켜 치환반

Fig. 1. O-8-(5-chloroquinolyl)-S-phenyl phosphorothiate which 
contains two leaving group is use as coupling agent.

응을 진행한다. 이러한 시 약을 이용하여 폴리 또는 다 

이 누클레오티드 합성에 이용되기도 한다.

그러나 현재까지 화학적 합성을 이용한 P-32 표지 

화합물에 관한 실험이 미비한 상태이며 특히, 짝지움 

시 약을 이용한 P-32 표지화합물에 대한 연구는 보고 

된 바 없다. 본 연구는 짝지움 시 약을 이용한 [32P] Y-ATP 

와 [32P] oc-dCTP를 합성하였으며 이에 대한 실험 결 

과를 발표하고자 한다.

결과 및 고찰

짝지움 시약의 합성

Scheme 1과 같이 2 단계 과정으로 짝지움 시약(3) 
을 합성하였다. 화합물 (2＞의 합성은 0, 질소 조건에 

서 실험을 하였다. 반응 진행시 C1 과 피리딘이 반응 

한 피리딘염(현탁 침전물)이 생성된다. 이 피리딘염을 

분리하지 않고 재결정 할 경우 용매와 생성물사이의 

계면활성작용으로 화합물 (2)을 얻지 못하였다. 합성 

된 화합물 (2)는 연한노란색의 분말형태이며 메탄올 

에 약간 용해되고 HMPA와 DMSO에 쉽게 용해되었 

다. 화합물 (3)은 Tsujiaki Hata의 연귀'를 참고하였으 

며 10 당량에 해당하는 페닐다이설파이드(phcnyldisulfidc) 

를 이용한 결과 화합물 (3＞의 수율이 10% 미만으로 

불순물도 많았다. 피리딘과 아세토나이트릴 (acet(而trile) 

혼합용매 조건하에 2.5 당량의 페 닐다이 설파이 드로 

화합물 (3)을 합성하였으며 TLC 결과 정량적 반응진 

행을 확인하였다. 사용 용매의 양을 최소 조건으로 하 

여 페닐다이설파이드를 첨가하였으며 , 반응물(화합물 

(2))이 용매에 완전히 용해되는 것을 확인하고 트리부 

틸포스핀 (tributylphosphinc)을 첨가하여야 60% 이상 

의 높은 수율의 화합물 (3)을 얻을 수 있었다.

비교물질 ATP 의 합성
[32P] y-ATP(5)의 합성은 Scheme 2오｝ 같으며 P-32 표

Scheme 1. Reaction step in the preparation of O-8-(5-chloroquinolyl)-S-phenyl phosphorothiate.
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OH OH

AgNO3 

------->

Scheme 2. Reaction step in the preparation of [32P] y-ATP using chemical processing.

지화합물의 합성조건을 알아보기 위해 안정한 원소 

(3中)로 ATP를 합성하였다. ATP의 합성은 2단계 반응 

을 한 용기 반응(One-spot Reaction)으로 진행하였다. 

화합물 (4＞의 확인은 Ag+이 페닐설파이드기와 반응하 

여 생성되는 AgSPh의 침전물로 간접 확인이 가능하 

며 TLC로 반응을 확인하였다. 침전물은 카트리지 필 

터 (Nylon, pore size 0.45 卩1)를 이용해서 제거하였다. 

화합물 ⑷의 퀴놀릴기를 제거하기 위해 를 사용 

했으며 크기가 비슷한 Zr?+을 사용하여도 같은 결과 

를 얻었다. 합성한 ATP는 시판하는 ATP오+ TLC 비교 

를 하여 확인하였다. 최적 분리 확인 조건은 BuOH 

: EtOH : H2O : NH3(1 : 1 : 1 : 1)의 전개 용매를 사용 했 

을 경우이며, ATP는 0.53, AMP는 0.70, 화합물 (3)은 

0.85의 전개율을 나타내었다. Scheme 2와 같은 방법 

의 합성을 통해 P-32 표지화합물을 합성할 수 있음을 

확인하였다.

[32P] H3PO4, C%CN

TEA, DMSO

8 7

Scheme 3. Reaction step in the preparation of [32P] a-dCTP using chemical processing.
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HO-P-OH

OH

N(CH3CH2)3 CHK 辱 0
CH2CH3-NH O-P-OH

CH2CH3 0 -

CH3CH2-N-CH2CH3

CH2CH3

Fig. 2. Partially protected phosphoric acid with Triethy
lamine.

비교물질 dCTP 합성
[32P] oc-dCTP (8)의 합성은 Scheme 3과 같으며 표지 

화합물을 합성하기 전에 안정 한 원소를 이 용하여 dCTP 

의 합성여부를 확인하였다. dCMP (6)의 합성에 있어 

서 H3PO4는 세위치의 작용기가 있어 CCLCN과 반응 

시 여러 부반응“이 일어날 수 있다. 이와 같은 부반 

응으로 수득율 저하가 일어나므로 부분적 보호기 도 

입 과정이 필요하였다. 이를 해결하기위해 트리에틸 

아민 (tricthylaminc)을 이용한 부분적 보호기를 도입하 

였다. H3PO4의 pKab pKa2, pK&는 각각 2.12, 7.21, 

12.67로서 트리에틸아민(pKa= 11.1)을 첨가하면 H3PO4 

의 두 작용기를 염 상태로 보호를 할 수 있다. 보호된 

H3PO4는 Fig. 2의 상태이며, 무수 반응조건에서 선택 

적 인산화 반응이 가능하였다. 한편, 피 리딘의 pKa는 

5.25로서 H3PO4의 pKa과 pg의 중간값을 가지며, 

선택적으로 한 작용기를 보호 할 수 있었다. 합성된 

dCMP는 여러 용매조건에서 확인하였으며 최적 분리 

확인 조건은 C3H7OH : H20 : NH4OH(11 : 4 : 5)를 사 

용할 경우이며 dCMP는 0.55의 전개율을 나타내었다.

dCTP의 합성은 ATP의 합성과정과 유사한 방법으 

로 짝지움 시약을 이용하였다. TLC를 확인한 결과 

C3H7OH : H2O : NH4OH(55 : 20 : 25) 용매 조건에서 전 

개율은 0.35이 었으며, 〃-BuOH : H2O : MeOH : NH4OH 

(1 : 1 : 1 : 1)의 용매 조건에서 전개율은 0.50이었다. 이 

두 전개 용매 조건에서 dCMP와 dCTP의 합성여부를 

명확히 알 수 있었다.

[32이 H3PO4 용액 분석

원자력 연구소에서 생산된 [32P] H3PO4의 생산과정 

에서 존재할 수 있는 다른 이온들은 주로 생산에 이 

용되는 표적물질, 표적 용기 및 첨가된 화학물질에 의 

해 나타날 수 있으며 , 표지화합물을 제 작하는 과정 에 

서 방해 요인으로 작용할 수 있다. 따라서 표지화합 

물의 합성 시 PP] H3PO4의 화학적 순도를 확인하였 

다. 완전히 감퇴된 FP] H3PO4를 사용했으며 습식분

Table 1. Analytical data of 10-fold diluted [32P] y-ATP solu
tion. Element-analysis is carried out with ICP-AES and anions 
are analyzed with spot test

Elements and
Ions

Contents 
(PPm)

Elements and
Ions

Contents 
(PPm)

Fe 0.8 Al 4
Na 10 Ba 0.4
Mg 1.6 Si 4
Ca 4 co32- N.D
K N.D SO42- N.D
Cu N.D CN" N.D
Mn 0.4 CIO?- N.D
Zn 0.4 SCN~ N.D
Cd 0.4 c「 Detection

석에 의한 음이온 분석과 ICP-AES를 이용한 양이온 

분석하였다. 음이온 분석결과 cr, CN-, CIO； 가 존 

재하였으며 가장 많이 포함하는 이온은 C「이온임이 

확인되었다. 양이온의 확인은 방사성 붕괴가 검출되 

지 않은 FP] H3PO4 용액 1ml을 20 배로 묽혀서 분 

석을 하였다. 그 결과 Na이 약 10 ppm, Ca°] 4 ppm, 

Al°] 4 ppm 그리고 Si 4 ppm으로 나타났다. 분석 결 

과 나타난 용액 속에 주로 존재하는 이온은 C1 - 이 

온 및 Na+ 이온이며 C1- 이온은 친핵치환 반응을 방 

해하지 않는 이탈기로 작용하므로 표지화합물 합성 

시 문제가 되지 않는다. 원자력연구소에서 생산되는 

[32P] H3PO4는 정제 없이 사용이 가능하다는 것이 확 

인되었다.

표지화합물 [32P] y-ATP(5) 의 합성
사용한 [32P] H3PO4는 2 mCi/1 ml로 HC1 수용액 상 

태였으며 , Scheme 2와 같은 과정으로 실험 조건에 따 

르는 합성수율의 변화는 다음 Table 2에 나타내었다. 

3 차 증류수를 이용하여 5 배로 묽힌 후 실험을 한 결 

과로 수득율이 약 40%이 었으며 [32P] H3PO4을 묽히지 

않고 반응 진행시 약 [32P] y-ATP의 수율은 60%이었 

다. 감압 증류하여 수분과 HC1 을 제거하여 합성한 결 

과 수득율은 95% 이상이었다. 위 결과를 종합하면 

[32P] H3PO4 순도 및 시 약의 사용량에 따라 합성 수율 

의 변화가 나타났으며 수분의 함유량에 따른 수율의 

변화는 가장 중요한 요소라고 할 수 있다. 최적조건 

의 합성방법은 건조시킨 [32P] H3PO4를 이용하고 같 

은 당량의 전구체와 ATP, 2 당량의 질산은, 5 당량의 

이 염화구리를 사용한 실험 4 조건이었다. 합성된 [32P]
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Table 2. Preparative conditions of [32P] y-ATP and its yield. [32P] y-ATP is identified by Radio TLC scanning

Exp.
Precursor

Cpds ⑶(mg)
AMP 
(mg)

Solvent
MPD/HMPA

AgNO3 [32P]-H3PO4 CuCl2 Yield

Exp. 1 13 mg 10 mg 0.9ml/0.3 ml 1.1 eq 5-fold Dilution 250 卩 1 5 eq 40%
Exp. 2 13 mg 10 mg 0.9 ml /0.3 ml 1.1 eq 100 卩 1 5 eq 60%
Exp. 3 13 mg 11 mg 0.9 ml /0.3 ml 1.5 eq 100 卩 1 5 eq 73%
Exp. 4 13 mg 11 mg 0.9ml/0.3 ml 2 eq 100 卩 1 5 eq 95%
Exp. 5 13 mg 11 mg 0.9 ml /0.3 m 5 eq 100 卩1 5 eq 88%

Fig. 3. Radio TLC Scanning chromatogram of [32P] y-ATP 
with n-BuOH : EtOH : H2O : NH3 (1:1:1:1) as eluents Free 
Phosphoric acid([32P] H3PO4) and [32P] y-ATP are identified 
in Rf= 0.1 and 0.54.

y-ATP의 라디오 크로마토그램은 Fig. 3 와 같으며 표 

지수율은 97%로 재연성이 있는 결과를 얻었다.

표지화합물 [32P] a-dCTP(8) 의 합성
Scheme 3과 같은 과정의 [32P] oc-dCTP의 합성은 [32P] 

dCMP의 합성과 짝지움 시약을 이용한 인산화로 진 

행된다. 사용한 [32P] H3PO4는 3 mCi/1 ml의 HC1 수

Fig. 4. TLC Scanning chromatogram of prepared [32P] dCMP. 
(Distance from solvent front : 80 mm, Eluents; C3H7OH : 
H2O : NH4OH=55 : 20 : 25, Radio chemical yield: 55%): 
Free Phosphoric acid([32P] H3PO4) and [32P] dCMP are iden
tified in Rf = 0.1 and 0.55.

용액 상태였으며 합성에 필요한 반응용기는 14/20 

joint가 붙은 시험관을 제작하여 사용하였다. [32P] dCMP 

의 합성은 수분에 큰 영 향을 받는다. [32P] H3PO4의 수 

용액의 수분을 1회 제거 시 10〜30%, 3회 제거 시 

40〜55%의 [32P] dCMP의 수득율이 나타났다（7况席 3. 

Fig. 4）. 특히, 과량의 트리에틸아민을 사용할 경우 수 

득율이 낮은 것을 확인하였다. 최적 합성조건은 3회 

건조시킨 [32P] H3PO4를 사용하고 반응에 참여 하지 

않은 트리에틸아민을 제거할 경우이다. 합성한 [32P]

Table 3. Preparative conditions of [32P] a-dCMP and its yield. [32P] a-dCMP is identified by Radio TLC scanning

Exp. Deoxycytidine CCI3CN DMSO [32P]H3PO4 Yield 비고

Exp. 1 20 mg 8.2 卩 1 0.2 ml 0.1 ml (3 mCi) -
Exp. 2 20 mg 8.2 卩 1 0.2 ml 10 卩 1 (0.03 mCi) -
Exp. 3 20 mg 8.2 卩 1 0.2 ml 0.1 ml (0.25 mCi) 30% dried [32P] H3PO4
Exp. 4 20 mg 8.2 卩 1 0.2 ml 0.1 ml (0.3 mCi) 11% dried [32P] H3PO4
Exp. 5 20 mg 3.0 卩 1 0.5 ml 0.1 ml (0.3 mCi) 42% dried [32P] H3PO4
Exp. 6 20 mg 3.0 卩 1 0.2 ml 0.1 ml (0.3 mCi) 55% dried [32P] H3PO4
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386 최강혁 • 안병제 • 박울재 • 한현수 • 유국현

Fig. 5. TLC Scanning chromatogram of prepared [32P] a-dCTP. 
(Distance from solvent front : 90 mm, Eluents; BuOH : 
H2O : MeOH : NH4OH=1:1:1:1, Radio chemical yield: 65%) 
:[32P] a-dCTP was prepared using sep-pak filtered [32P] 
dCMP. Free Phosphoric acid([32P] H3PO4) and [32P] a-dCTP 
are identified in Rf = 0.1 and 0.50.

dCMP는 sep-pak 카트리지를 이용하여 분리하였으며 

짝지움 시 약을 이용한 [32円 以-dCTP의 합성은 ATP 합 

성조건과 동일하게 진행하였다. 라디오 크로마토그램 

으로 확인한 결과 [32P] oc-dCTP(8)의 표지 수율이 65% 

이었으며 (Eg 5), 전 합성과정에 따르는 표지 수율은 

으扌 40% 이 었다. [32p] 以-dCTP(8)의 합성은 [32p] dCMP 

합성과정 이 가장 큰 영향을 주고 있음을 확인하였다.

실 험

시약 및 기기

방사성 동위원소 P-32는 한국원자력 연구소에서 생산 

된 [32P] H3PO4# 이용하였으며 , l-chloro-8-hydro^quinoline, 

phenyl disulfid。오｝ adenosme 5'-monophosphate은 Acros。사 

의 제품을, 질산은, 이 염화구리 (CuCb), H3PO4는 Aldrich 

사의 제품을, 그 밖의 반응 용매들은 Aldrich 및 Merck 

사의 특급시약을 이용하였다. 방사성 동위원소를 이 

용한 실험을 위해 반응초자 기구는 Aldrich사의 KONTES 

MICROSCALE GLASSWARE KIT를 이용하여 간이 

반자동합성장치를 제작하여 사용하였다. 합성 확인에 

사용한 TLC는 Merck사의 Silica gel 60 F254를 이용하 

였으며 발색 기구 및 시 약으로는 UV-램프 및【2를 이 

용하였다. IR은 Bomen 100 FT-IR Spectrophotometer 

를, NMR은 Varian사의 Gemini 200을 이용하였으며 

질량분석은 고려대 학교 기초과학지 원센타의 고성능 

액체 크로마토그래프]/질량분석기 (FAB)를 이용하였다. 

라디 오크로마토그램은 Bioscan사의 System 200 imagmg 

scanned AC-3000을 이용하였다. 양이온 분석을 위 

해 GBC Scientific Equipment Pty Ltd사(GBC Integra 

XMZ-Australia)의 ICP-AES를 사용했다.

5-Chloro-8-quinolyl phosphate (2)이 합성
질소 조건에서 피리딘과 1,4■다이옥산 동량의 혼합 

용매(30 ml)에 POC13 3.11 ml를 녹인 후 1,4-다이옥산 

10 ml에 용해시 킨 5-chloro-8-hydroxy quinoline을 0 °C 

에서 소량씩 첨가한다. 5시 간 동안 교반시 킨 후 필터 

한 후 용액을 감압 증류하고 피리딘과 물(1 : 1) 혼합 

용액 10 ml를 이에서 천천히 첨가한다. 용매를 감 

압 증류 한 후 아세토나이트릴과 물(1 : 1) 혼합용액을 

이용하여 1차 침전물을 얻었으며 아세토나이트릴을 

이용하여 2차 재결정하여 수득율이 63%(1.8 g)인 화 

합물 (2)(5-chloro-8-quinolyl phosphate)# 얻었다.

TLC (z?-BuOH : MeOH : H2O : NHQH=1 :1:1: 0.5): 

Rf= 0.25. mp=127.NMR (DMSO): 5=9.02(dd; 1 H, 

Ar-H), 8.55(dd; 1 H, Ar-H), 7.73(m; 3 H, 3Ar-H), 5.32 

(broad; 2 H, 2 P-OH) MS(FAB, M++l): C9H7CINO4P 

cald. for 259.98 found 260.07.

0-8-(5-chloroquinolyl) S-phenyl phosphorothiate 

(3)이 합성
질소 분위기에서 1 g(3.86 mmol)의 화합물 (2)를 3 

ml의 피리딘과 15 ml의 아세토나이트릴 용매에 첨가 

한다. 실온에서 2.1 g(9.65 mmol)의 페닐다이설파이 

드(phcnyldisulHdc)를 넣고 4.8 ml(19.30 mmol)의 삼부 

틸포스핀(tributylphosphinc)을 천천히 가한다. 1시간 

반응 뒤 용매를 제거한 후 클로로포름용액을 이용하 

여 유기물을 추출한다. 생성 혼합물을 다이클로로메 

탄에 녹인 후 아세토나이트릴과 0.88 ml (7.72 mmol) 

의 사이클로헥실아민을 첨가하여 -20。(2에서 재결정 

시켜 연한 노란빛을 띠는 백색결정의 생성물을 합성 

하였으며, 수득율은 68%(1.18 g)이었다.

TLC(MC : MeOH, 7 :3): R=0.65.NMR(CD3OD): 

8=8.86(dd; 1 H, quinoline-H), 8.67(dd; 1 H, quinoline- 

H), 7.89(dd; 1 H, quinoline-H), 7.69(q; 1 H, quinoline- 

H), 7.65(d; 1 H, quinoline-H), 7.40(m; 2 H, 2Ar-H), 

7.20(m; 1 H, Ar-H), 7.13(m; 1 2H, 2Ar-H), 5.32(broad; 
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2 H, 2 P-OH). MS(FAB, M++l): C21H24CIN2O3PS cald. 

for 451.09 found 451.20.

비교물질 ATP(5) 의 합성
동량의 1-메틸피롤리돈(MPD)과 헥사메틸포스포아 

마이드(HMPA) 혼합 용매 6 ml에 100 mg(0.22 mmol) 

의 화합물 (3)과 77 mg(0.22 mmol)의 AMP(Adenosine 

monophosphateX 첨가하여 10분 간 교반한 후 45 mg 

(0.26 mmol)의 질산은을 넣어 30분 간 반응을 진행한 

다. 합성된 화합물(4)는 분리하지 않고 연속하여 38 |il 

(0.66 mmol)의 인산과 150 mg(l.l mmol)의 이염화구 

리(CuCh)를 첨가 후 12시간 동안 반응을 진행시켰다. 

합성된 ATP는 TLC를 이용하여 확인하였다.

TLC (w-BuOH : MeOH : H,0 : NH4OH = 1 :1 : 1 : 1): 

Rf=0.54.

비교물질 dCMP 및 dCTP 의 합성
질소 분위기하에서 30(0.5 mmol)의 인산에 아세토 

나이트릴을 첨가하고 감압 증류를 2회 진행한다. 1 ml 

(7 mmol)의 트리 에틸아민을 첨가하여 감압 증류한 뒤 

2001”의 아세토나이트릴을 첨가한다. 다른 반응용기 

에 20mg(0.08 mmol)의 데옥시시티딘(deoxycytidine 

monohydrate)을 넣은 후 아세토나이트릴을 이용하여 

수분을 제 거 한다. 200 卩1의 DMSO와 100 卩1(1 mmol) 

의 삼염화아세토나이트릴(CChCN)를 첨가하고 교반 

후 인산이 들어있는 반응용기에 옮겨 40。(：에서 30분 

간 방치한다. 합성된 화합물 (6)은 시판하는 dCMP와 

TLC로 비교하였다. 생성 혼합물 (6)을 감압 증류하여 

한 뒤 1-메 틸피 롤리 돈과 헥 사메 틸포스포아마이 드의 

1 : 1 혼합 용매 4 ml 를 첨가한 후 45 mg(0.26 mmol) 

의 질산은과 io。mg(0.22 mmol)의 화합물 (3)을 첨가 

하고 30분간 교반시 킨다. 계속하여 30 卩 1(0.5 mmol)의 

인산과 100 mg(0.73 mmol)의 이염화구리를 첨가한 

후 상온에서 12시간 반응을 진행한다. 합성된 dCTP 

는 시제품과 TLC비교를 하여 확인하였다.

TLC (CjHjOH :H,0:NHQH=11:4:5): dCMP (R『=0.55), 

dCTP (Rf=0.35)

TLC (w-BuOH : MeOH : HQ : NHtOH=l : 1 :1:1): 

dCTP (Rf=0.50)

표지화합물 件月 y_ATP(5) 의 합성
B선 차폐제로서 10 mm 아크릴 판을 이용하였으며 
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제작된 Microscale vial를 이용하여 합성을 진행하였 

다. 0.9 ml의 1-MPD와 0.3 ml의 HMPA 의 용매에 13 

mg(0.029 mmol)의 화합물 (3)과 10 mg(0.029 mmol) 

의 AMP 을 첨 가하고 10분 간 교반시 킨 후 10 mg(0.058 

mmol)의 질산은을 첨가하여 30분간 교반시킨다. 아 

세토나이트릴을 이용한 불변혼합 증류를 통해 2회 건 

조시킨 0.2 mCi의 [32P] H3PQ에 위 혼합용액을 섞은 

후 19 mg(0.14 mmol)의 이염화구리를 첨가하고 3 시 

간 교반하여 [32P] y-ATP(5)를 합성하였다. 합성확인 

및 표지 수율은 라디오크로마토그램을 이용하였다.

TLC (w-BuOH : MeOH : H,0 : NH4OH=1 : 1 :1 : 1): 

Rf=0.54. Radiochemical yield: 95%.

표지화합물 [32旳 dCMP(6) 의 합성
10 mm 아크릴 판으로 선 차폐한 조건에서 14/20 

연결고리가달린 시험관에 0.3 mCi (100 |il) [32P] H3PO4 

를 취한다. 100 卩1의 트리에틸아민을 첨가 하고 1 ml 

의 아세토나이트릴을 이용하여 30°C 조건에서 3회 

감압 증류하고 고무마개로 밀봉시킨다. 다른 반응용 

기에 20mg(0.08 mmol)의 데옥시시티딘(deoxycytidine 

monohydrate)을 넣은 후 100 卩1의 DMSO와 3 卩1의 삼 

염 화아세토나이트릴 (CChCN)를 첨가하고 교반 후 밀 

봉된 인산용기에 옮겨 40 |il 조건에 30분간 방치한다. 

합성확인 및 표지 수율은 라디오크로마토그램을 이 

용하였다.

TLC (C3H7OH : H,0 : NH4OH=H : 4 : 5): Rf= 0.55. 

Radiochemical yield: 55%.

표지화합물 件旳 a-dCTP(8) 의 합성
화합물 (6)를 sep-pak 분리 후 동량의 1-메틸피롤리 

돈과 헥사메틸포스포아마이드 4 ml를 첨가한다. 13 mg 

의 화합물 (3)을 첨가한 후 10 mg의 질산은을 첨가 

후 30분간 교반시 킨다. 계 속하여 30卩 1(0.5 mmol)의 

인산과 100 mg(0.73 mmol)의 이염화구리를 첨가한 

후 3시간 동안 반응하여 [32P] a-dCTP를 합성하였다.

TLC (w-BuOH : MeOH : H,0 : NH4OH=1 : 1 :1 : 1): 

dCTP (Rf= 0.50). Radiochemical yield: 65%.

결 론

O-8-(5-chloroquinolyl) S-phenyl phosphorothiate의 총 

합성 수율은 42%이 었으며 합성 확인은 NMR IR, TLC 
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를 이용하였다. 화합물 (3)을 이용한 [32P] y-ATP의 합 

성은 최적 조건하에서 95% 이상의 높은 표지 수율을 

얻었으며 총 합성 시간은 4시간이 소요되었다. [32P] 

a-dCTP의 합성은 총 합성 수율은 약 35-40% 정도였 

다. 합성 시간은 총 6시간이 소요되었다. 화학적 합성 

을 통한 P-32 표지화합물의 제작은 [32P] y-ATP(위치 

표지)의 경우 높은 수득율을 얻었으며, [32P] a-dCTP 

(a위치 표지)의 합성은 [32P] dCMP 합성에 크게 의존 

하며 Sep-pak 분리 시 손실이 있었다. 이와 같은 합성 

법은 기존 효소반응과 비교하여 반응시간이 짧게 소 

요된다. 특히, [32P] y-ATP의 경우 경제성과 효율성 이 

좋다고 판단되 며 대 량생 산체 계 가 가능하다고 사료된다.

본 연구는 원자력연구개발과제 중 하나로 이용 연 

구지원사업의 지원에 의해 수행되었으며, 연구 수행 

에 도움을 준 원자력의 학원 싸이크로트론응용연구실 

에 감사의 글을 드립니다.
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